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류마티스양 관절염은 관절활막에 만성 염증 반응이
일어나서 관절을 파괴하는 질병으로 성인의 1%에서 발
병하고 있다 (1) . 환자의 80%에서 류마티스양 인자가 발
견되고 류마티스양 인자를 생성하는 형질세포가 관절활
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막에서 발견되며 , 류마티스양 인자가 환자의 혈액 및 활
액에서 면역복합체를 형성하여 염증을 유발한다(2) . 이
와 같이 체액성 면역이 류마티스양 관절염의 병리에 기
여하는 것은 분명하지만 T 세포도 류마티스양 관절염과
접한 관련이 있다고 추정되고 있어 TCR (T cell
receptor)에 관한 연구가 활발하다 .
류마티스양 관절염의 활막의 sublining layer에 림프구
가 주로 모여 있다 . 총활막세포의 40-50%가 T 세포이며
CD4+ 세포가 많아서 CD4 :CD 8 비율이 4 :1부터 14 :1까
지 다양하게 보고되었다 . 조직에서 CD4+ 세포가 비교적
많고 lymphoid aggregate 주변에 존재하는 것으로 미루
어 보아 lymphoid aggregate 내에서는 대식세포와 수상
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Background: Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease characterized by a chronic inflammatory process,
primarily involving the synovial membrane of peripheral j oints, where T cell activation is found. To address the
superantigen stimulation in rheumatoid arthritis, T cell clonality and the expression of activation markers were
analyzed. Methods: To detect TCRB V usage, inverse PCR and sequencing were done. Monoclonal antibodies were
used for flow cytometric analysis of TCRB V8 or TCRB V5 . As results, a restricted usage of TCRB V3 gene was
detected in synovial lymphocytes from one rheumatoid arthritis patient. However, preferential usage for TCRB V8,
which may be one indicator for stimulation by staphylococcal superantigen, was not obvious although general
activation of T cells was found as high DR+ percentage in synovial T cells. These data show specific antigen
rather than superantigen might involve the pathogenesis of rheumatoid arthritis.
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돌기세포가 CD4+ 세포로 항원을 전달하여 병을 진행시
키는 것으로 추측된다(3) . 1990년 이후 류마티스양 관절
염 환자의 활액 및 활막에 존재하는 림프구들이 특정클
론으로 구성되어 있으며 T 세포 수용체의 가변부위 유
전자인 V gene repertoire를 제한적으로 사용한다고 보고
(4)하면서부터 병변 부위에 모여든 T 세포의 TCR 특성
과 그 역할에 강한 의문이 제기되었다 . 실험적으로 자가
면역질환을 일으킨 마우스와 랫트를 통하여 특정한
TCR을 가진 T 세포와 자가면역질환과의 동물 모델에서
는 확인 (5)하 으나 사람의 자가면역질환에서는 이와 유
사한 기능을 하는 T 세포가 아직까지 확인되지 않았다 .
한편 superantigen에 의하여 활성화된 T 세포가 류마
티스양 관절염의 기전에 기여한다는 보고 (6-8)가 있고
항산성균 항원이 관여하리라는 일부 보고 (9,10)도 있으
나 아직 확인되지는 않았다 . 그러므로 류마티스양 관절
염의 기전과 관련있는 T 세포 활성화가 전형적인 항원
에 의한 것인지 superantigen에 의한 것인지 규명되지 않
았다 . 본 연구자는 류마티스양 관절염 환자의 말초혈액
림프구의 TCR repertorie와 활액 T 세포의 TCR
repertoire가 다르다는 것을 제시하면서 전형적인 항원이
류마티스양 관절염과 더 연관성이 있으리라고 보고한
바 있다(11) . 실험동물에서는 자가면역반응 또는 자가면
역질환을 유발하는 항원이 분명하기 때문에 연관된 면
역학적 연구를 하기가 용이하지만 사람에서는 류마티스
양 관절염의 원인 항원이 밝혀져 있지 않아 특정 TCR을
가진 T 세포와 류마티스양 관절염간의 연관성도 분명히
밝혀진 바가 없다 . 단지 류마티스양 관절염 환자의 관절
조직에서 CD25+ 림프구 , 즉 IL-2 수용체 (CD25: low
affinity IL-2 receptor) 양성 림프구가 많이 발견되고 이
러한 활성화 상태의 림프구가 MHC class II 항원을 많이
표현하는 대식세포 등과 가까이 모여있기 때문에 (12) T
세포가 류마티스양 관절염의 병리기전에 중요한 역할을
한다는 것은 분명하다 . 류마티스양 관절염 환자의 활액
에서 TCRB V14+ T 세포의 빈도가 높은데(13) 이러한
TCRB V14+ T 세포가 특정 항원에 반응하는 단클론에서
유래한 것인지 또는 superantigen에 의하여 활성화된 다
클론에서 유래된 것인지는 밝혀지지 않았다 . 이와는 달
리 TCRB V2+ T 림프구 또는 CD 57+ CD 8+ CD3+ T 림
프군의 TCRB V1, 3, 4, 6, 8, 18 family에서 클론성 증식
이 관찰되었다 (14- 16) . 그러나 이와 같은 TCR repertoire
에 관한 연구는 지극히 단편적이기 때문에 더 많은 보고
가 축적되어야 할 것으로 생각된다 .
그러므로 본 연구에서는 활막조직에 류마티스양 관절
염의 병인기전과 관련된 T 세포가 모여있을 것이라는
가설을 확인하기 위하여 활막 부위에 모여든 림프구의
TCR V family의 특성을 확인하고자 하 다 .
실험재료 및 방법
림프구 분리
류마티스양 관절염 환자의 활막조직의 림프구 분리는
Ficoll-hypaque density gradient 방법으로 실시하 다 . 활
막조직 림프구를 분리하기 위해서는 활막조직을 잘게
조각낸 후 Dispase ( 1.5㎎/㎖ , Grade II, Boehringer
Manaheim Biochemiclas, Indianapolis, IN)가 포함된
RPMI 1640 배지로 30분간 37℃에서 진탕처리하고 상층
액을 회수하여 동량의 RPMI 1640 배지(5% FCS 포함)
와 섞었다 . 시험관내 림프구를 배양하기 위해서
recombinant IL-2 (Genzyme, Cambridge, MA) 50U/㎖을
일주일마다 한번씩 새배지에 첨가하여 3개월간 배양하
다 .
In v er s e P CR
총RNA는 RNeasy kit (Qiagen, Santa Claris, CA)을 이
용하여 분리하 다 . First strand cDNA는 random primer
(pd(N)6 , Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden)를
이용하여 생성하 다 . 총 RNA 1㎍에 random primer
0.1U, dN TP 200 mM, 반응완충액 및DTT 800mM와
reverse transcriptase (Gibco BRL, Gaithersburg, MD)
400U를 혼합한 후 42℃에서 60분간 반응시켜 일차
cDNA를 생성한 후 DNA polymerase를 첨가하여 16℃에
서 2 시간 반응하여 이차 cDNA를 합성하 다 . 그 후 T4
DNA ligase를 첨가하여 생성된 second stranded cDNA
를 circularization하고 PCR을 실시하 다 . PCR은
degenerate primer를 사용하 는데 forward primer로
5'-GGG TCG ACC TGT GCA CCT CCT TCC CAT
T-3'이며 , inverse primer는 5'-GCA TGC GGC CGC
ATG GCC ATG GTC AAG AGA -3'이다 . 각 primer
20pM, dN TP 200mM, MgCl2 2mM, KCl 50mM 및
0.00 1% gelatin이 포함된 10mM Tris-HCl (pH ; 8.3) 반응
완충액과 Taq polymerase (Bioneer, 대전 , 한국) 2 .5unit
를 첨가하여 실시하 다 . PCR 조건은 94℃ 1분 , 55℃ 1
분 , 72℃ 2분간씩 30회이었다 . 30회 반응 후 72℃에서
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10분간 elongation시켰다 . PCR 후 1.5% agarose gel에
PCR 산물 10㎕를 전기 동하 다 . Inverse PCR의 도식
은 Fig. 1에 설명하 다 .
G en e clon in g
50ng pT7Blue T-vector (Novagen, Madison, WI)에
PCR 산물 0.2 pM을 혼합하여 DNA ligase (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD) 2U를 첨가하여 16℃에서 2시간 반응
하여 ligation시켰다 . Competent cell (genotype : endA 1
hsdR 17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 gyrA 96 relA 1 lac [F ',
proAB , lacqZDM 15, Tn 10(tetr) recA]을 transformation시
켜 50 g/㎖ ampicillin , 15㎎/㎖ tetracycline, X -gal 및
IPTG (이상 Gibco BRL , Gaithersburg, MD)가 첨가된
LB agar plate에서 흰 집락을 생성하는 clone을 선택하
다 . 선택된 clones을 Sal I 및 Not I로 잘라서 원하는 크
기의 insert (약 300 bp)가 있는 clone을 골라 automatic
sequencer (모델명 ; ALFexpress, Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden)를 이용하여 염기서열을
확인한 후 National Center for Biotechnology Information
의 GenBank 자료를 비교하여 β chain family를 결정하
다 .
림프구 표면 표식자 측정
단클론 항체를 이용하여 CD 3, CD4, CD8 및 DR
(Becton Dickinson, San Jose, CA)과 TCR 쇄 중
TCRB V5와 TCRB V8 (T Cell Diagnostics, Cambridge,
MA) 표현율을 측정하 다 . 염색방법은 단클론 항체 5
l 또는 10 l을 첨가하여 30분간 4℃에서 반응시킨 후
0.1% bovine serum albumin이 포함된 PB S로 2회 세척한
후 유세포측정기 (FACstar, Becton Dickinson, San
Diego, CA)로 분석하 다 .
결 과
1. T CR B V 유전자 분석
두 환자 (RA-1 및 RA-2)의 말초혈액 림프구와 활막림
프구를 대상으로 inverse PCR을 실시하여 300 bp에 해
당하는 PCR 산물을 확인하 다 (Fig. 2) . 그러나 RA-1
환자에서 분리한 활막림프구에서만 성공적으로 18 클론
을 얻었으며 이들의 염기서열을 분석한 결과 TCRB V3
유전자를 사용하는 클론이 10개로 다수를 차지하 다 .
이를 통하여 이 환자의 활막에는 주로 TCRB V3 유전자
를 사용하는 T 세포 클론이 침윤하 음을 관찰하 다
(Table 1) .
2. T CR B V8 와 T CR B V5 유전자의 표현
Fig . 1 . S c he me of inve rs e P C R
Fig . 2 . Inve rs e P C R prod uct . P C R w a s do ne w ith
de ge ne ra te prime rs of TC RBC . P C R prod ucts w e re
loa de d o n 1% a ga ros e ge l. P BMC ; pe riphe ra l b lood
mo no nuc le a r ce lls . S MC ; synov ia l mo no nuc le a r ce lls .
Ta b le 1 . Dist ribut io n of TCR B V fa m ily a mo ng T ce ll
c DNA c lo ne s













Inverse PCR using C region primers was done to identify
V region genes. Total 18 clones were tained and
sequencing was done.
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Staphylococcal toxin의 superantigen 작용에 의하여 증
식하는 것으로 알려진 TCRB V8 T 세포의 양성율을 측정
하 다 . 그 결과 TCRB V8 유전자를 표현하는 비율은 활
막 T 세포 (4 .7 ± 1.7%)에서 말초혈액 T 세포(2 .3 ±
1.8%)에 비하여 높았으나 통계적 의의는 없었다 (Table
2) . 단지 한 환자 (RA-2)의 경우 활액에서 TCRB V5 유전
자를 표현하는 비율이 6.0%으로 다소 높게 검출되었다 .
대조실험으로 superantigen과는 무관한 TCRB V5 유전자
를 표현율을 측정하 는데 활막 T 세포 (4 .1± 1.9%)에
서 말초혈액 T 세포 (2.9 ± 2.4%)에 비하여 높았으며
통계적 의의는 없었다 (Table 2) .
3. 활액림프구의 시험관내 배양
2예의 류마티스양 관절염 환자의 활막 림프구를 rIL -2
50 U/ml을 첨가하여 3개월 동안 배양한 후 림프구 활성
정도 및 TCRB V 유전자 표현율을 관찰하 다 . 배양하기
전에는 CD 8+ 세포가 많았으나 배양 후에는 CD4+ 세포
가 증가한 것은 공통된 소견이었다 (Table 3) . TCR 쇄
에 대한 단클론 항체 중 anti-TCRB V5 및 anti-TCRB V8를
사용하여 각 림프구 아군을 측정한 결과 RA -1에서 배양
전에는 TCRB V5+ 세포가 0.8%, TCRB V8+ 세포가 1.2%
로 , 배양 후에는 TCRB V5+ 세포가 1.8%, TCRB V8+ 세포
가 1.0%로 관찰되었다 . RA -2의 경우 , TCRB V5+와
TCRB V8+ 세포 비율은 배양하기 전에는 각각6.0% 및
7.8%로 관찰되었는데 배양 후 1.9%와 4.6%로 관찰되
었다 (Table 3) . CD 3+ 세포 중 DR+ 세포의 비율은
RA-1 환자 림프구에서는 배양 후 증가하 고 RA-2 환
자에서는 배양 전부터 높았다가 그 비율을 유지하 다
(Table 3) .
고 찰
TCR chain family를 우선적으로 관찰하는 이유는
첫째 류마티스양 관절염에서 chain family보다는
chain family 유전자를 제한적으로 사용한다는 보고가
있으며 , 둘째 chain에서는 allelic exclusion이 엄격하지
않아서 (17) 두 allele에서 유전자 재배합이 일어난 후 서
로 다른 두 종류의 chain이 동일한 chain과 각각 결
합하여 동시에 T 세포 표면에 표현된다는 보고 (18)가 있
어 PCR을 이용한 semi-quantitation법으로 RNA 양을 측
정하거나 유전자 클로닝하여 결과를 얻더라도 현재로서
는 해석에 어려움이 많기 때문이다 . 류마티스양 관절염
환자의 17% (주로 HLA -DQ2를 가지는 환자)에서 말초
혈액 CD8+ 세포 중 20-40%가 TCRA V12.1을 가지며 이
들 림프구가 단클론 또는 소수 클론으로 구성되었을 가
능성을 시사하는 보고(19, 20)도 있으나 활막조직에서는
말초혈액만큼 TCRA V12.1+ CD8+ 세포의 비율이 높지
않아서 TCRA V12.1+ 림프구가 류마티스양 관절염의 병
Ta ble 3 S urfa ce ma rke rs of s ynovia l T ce lls of rhe umatoid a rthrit is a fte r in vitro c ult ure
Fresh 3 months after culture























Cells were stained with each monoclonal antibodies and a total of 5,000 to 20,000 cells were analyzed by FACstar .
Ta ble 2 . TCR B V5 o r TCR B V8 pos it ive T ce lls in rhe umato id a rt hrit is pat ie nts








Healthy control PMBC 3.7 + 1.0 3.7 +0.7
Cells were reacted with anti-TCRB V5 or anti-TCRB V8 monoclonal antibodies and a total of 10,000 to 20,000 cells were
analyzed by FACstar . N= 2 1 for rheumatoid arthristis and 15 for healthy control. Data are expressed as mean + S.D..
PBMC; peripheral blood mononuclear cells. SMC; synovial mononuclear cells. Student's T test was done. *, **, ***, **** ;
not significant at the p>0.01 level versus PBMC from healthy control group.
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리와 관련있는 림프구인지가 분명하지 않다 .
본 연구에서는 inverse PCR 기법을 통하여 활막 T 세
포의 TCRB V 유전자 표현을 측정하 는데 그 결과
TCRB V3의 사용이 높았다 . 그러나 이 연구에서는 CDR 3
유전자 서열을 확인하지 못하 기 때문에 이 현상이
TCRBV3 유전자를 사용한 단클론 T 세포의 증식인지
또는 TCRB V3를 사용하 다고 할지라도 다클론 T 세포
증식으로 인한 것인지는 확인할 수 없었다 . 본 연구에서
는 한 환자를 대상으로 분석하 으므로 TCRB V3가 류마
티스양 관절염과 관련있는 T 세포 수용체 β chain
family라고 단정지을 수는 없다 . 단지 현재까지는
TCR VB3가 superantigen에 의하여 활성화되는 유전자라
는 보고가 없기 때문에 이 환자의 경우에서는 류마티스
양 관절염의 병인과 직접 연관이 있는 항원이나 또는 병
의 진행 도중에 자가항원 등에 의하여 증식한 T 세포군 ,
즉 전형적인 항원자극에 의하여 증식한 T 세포군일 가
능성이 높다 . 이를 뒷받침하는 보고로서 본 연구자는 활
액 T 세포에서 주로 클론성 팽창을 관찰한 바 있다( 11) .
Superantigen 중의 하나인 staphylococcal toxin의
superantigen 작용에 의하여 증식하는 것으로 알려진
TCRB V8 T 세포의 양성율을 측정하 다 . 그 결과
TCRB V8 유전자를 표현하는 비율은 활막 T 세포에서
말초혈액 림프구에 높았으나 통계적 의의는 없었다 . 그
리고 superantigen과는 무관하기 때문에 대조군으로 사
용한 TCRB V5 유전자를 표현하는 비율 역시 활막 T 세
포에서 말초혈액 T 세포에 비하여 높았으나 통계적 의
의는 없었다 . 이상의 결과를 퉁하여 류마티스양 관절염
에서는 특이항원에 의하여 T 세포 증식이 유발될 가능
성이 높다 . 이는 관절낭에서 T 세포의 클론성 증식을 관
찰한 결과 동일환자에서는 초기에서 관찰된 일부의 T
세포 클론이 만성진행 후 활막에서도 관찰되었다는 보
고 (20)와도 일치한다 . 그러나 환자마다 T 세포클론의
TCR 특성은 달랐다 (20) . 아울러 동일한 환자에서는 여
러 관절 활막에서 분리한 T 세포군이라고 할지라도 40%
이상의 클론이 동일한 TCR β chain 특성을 가진다고
보고(2 1)되었다 . 이때의 항원은 cartilage proteoglycan
(22, 23) 이나 type II collagen(24) 등의 자가항원일 가능
성도 제시되어 있다 .
시험관 내에서 T 세포를 클로닝할 때는 적절한 항원
자극을 반복하여야만 그 항원에 고유한 T 세포를 클로
닝하기가 용이하다 . 류마티스양 관절염의 경우 원인 항
원이 규명되지 않은 상태이므로 적절한 항원을 재차 투
여할 수 없어서 T 세포 클로닝이 용이하지 않았다 . 그러
나 2예의 류마티스양 관절염 환자의 활막조직에서 분리
한 림프구를 recombinant IL -2를 첨가하여 3개월 동안
배양한 결과 CD4+ 세포가 증가하고 DR+ 세포의 비율
이 증가함을 관찰하 으나 특정 TCR 유전자 사용은 관
찰할 수 없었다 . 이들 T 세포는 배양 초기부터
recombinant IL-2를 첨가한 배지에서 배양하 으므로
환자의 염증 활막조직에 모여든 림프구 중 IL-2 수용체
를 가진 림프구 즉 활성화 상태의 림프구가 선택적으로
자라는 것으로 추정된다 . 본 연구의 결과에 따르면
CD4+ T 세포가 더 우세하다는 보고와는 상반(3)되게 배
양 시작하기 전에는 CD 8+ 세포의 비율이 높았다 . 이는
다른 연구자들은 비교적 질병 초기환자의 활액에서 림
프구를 분리하 기 때문에 만성으로 진행된 환자의 활
막 림프구과는 다른 소견을 나타낼 가능성도 있다 . 본
연구에서 그러나 3개월간 배양한 후에는 CD4+ T 세포
의 비율이 높아지는데 이는 활막조직에는 활성화된
CD8+ T 세포보다 활성화된 CD4+ T 세포가 더 많이 존
재할 가능성을 제시한다 . 즉 활성화되어 IL -2 수용체를
표현하던 CD4+ T 세포가 시험관 내 배양하는 동안 IL-2
에 더욱 잘 반응하여 증식할 가능성이 있다 . 본 결과에
서도 활막에서 갓 분리한 T 세포의 DR 표현율이 증가되
어 있는 것은 본 연구자가 이미 발표한 것처럼 말초혈액
T 세포의 분석결과인 2.2 ± 1.0과 비교 (11)하여 알 수
있었다 . 그리고 배양 후에 DR+ T 세포의 비율이 현저하
게 증가함을 통하여 배양 후에는 활성화된 T 세포의 비
율이 증가함을 알 수 있었다 . 그러나 본 연구에서는
DR+ 세포가 CD4+ T 세포인지 CD8+ T 세포인지는 확
인하지 않았다 . 활성화된 CD4+ 림프구들은 류마티스양
관절염의 병인기전에 적극적으로 참여하는 림프구일 가
능성이 높지만 항원이 알려지지 않은 상태이기 때문에
TCR repertoire 분석만을 통하여 병인기전과 관련된 T
세포를 확인하기는 한계가 있었다 . 최근에는 류마티스양
관절염 환자 활막에서 분리한 림프구 중에서도 IL-2에
반응하는 T 세포군과 IL-15에 반응하여 증식하는 T 세
포군이 다르며 각각 병인론에 다른 역할로 관여할 가능
성도 제시되었다 (25) .
한편 본 연구에서 대상으로 한 류마티스양 관절염 환
자는 만성환자로서 관절낭을 제거할 정도로 병이 진행
된 환자이기 때문에 질병의 초기 진행에 관여하는 T 세
포는 본 연구 결과와는 다른 양상을 나타낼 가능성도 있
다 . 이는 배양함에 따라 초기에는 제한된 TCR repertoire
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류마티스양 관절염 환자 활막 T 세포의 T 세포수용체 β쇄 분석
가 표현되었다가 병이 진행함에 따라 broad spectrum을
가지는 T 세포군으로 변한다는 보고 (26)와도 일치한다 .
그러므로 류마티스양 관절염의 비교적 초기 병변에서
생검을 통하여 활막 T 세포를 얻는다면 훨씬 의의있는
정보를 제시할 수 있으리라고 생각한다 .
이상의 결과를 종합하면 활막 T 세포는 활성화 표지
자를 가지며 특이항원에 의한 T 세포 증식에 의한 T 세
포 수용체 양상을 나타내었다 .
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